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(LAUSANNE, SUISSE)

Recherches sur les radioprotecteurs
et les radiosensibilisateurs chimiques

1. Actiori de Uacétone et de lUuréthane sur la survie des animaur
irradiés in toto.

PAR

S. NEUKOMM et M. pe TREY *

INTRODUCTION.

La premitre observation expérimentale du pouvoir radiosensi-
bilisateur de l'uréthane semble avoir été faite par LancENDORFF (1),
qui constata en 1936 une diminution plus marquée des réticulocytes
circulants chez la souris irradiée préalablement traitée par I’uré-
thane, Malgré les résultats négatifs de PaTerson et MATTHEWS en
1951 (2), LaneeEnporrr et Kocm (3) établissent nettement en 1954 le
pouvoir radiosensibilisateur de cette substance (ainsi que de I’éther)
chez des souris ayant recu 1 mg/g d’uréthane 30 mn avant I'admi-
nisiration d’une dose globale de 500 r. Ce fait est confirmé pleine-
ment par Kuskin, Wanc et Ruer (4), qui notent que la radiosensi-
bilisation par l’'uréthane peut se faire malgré la réfrigération des
animaux (souris). Ces données expérimentales sont par ailleurs éten-
dues et confirmées par l'utilisation clinique de l'uréthane, en com-
binaison avec la roentgenthérapie (5).

Concernant le mécanisme d’action des radiosensibilisateurs, et en
particulier de l’uréthane, on doit constater qu’aucun fait précis ne
permet d’établir une théorie générale unique. Ceci ressort tout par-
ticulitrement de D’excellente revue générale de la question faite par
Morrrz en 1959 (6) et des trés intéressantes recherches de Kocx: (7)
sur le pouvoir radiosensibilisateur du 1,2-benzopyréne et du 3,4-ben-
zopyréne d’une part, et de I’hématoporphyrine d’autre part.

D’aucuns ont supposé que le pouvoir radiosensibilisateur de 1’uré-
thane dépend de son pouvoir cytostatique (3); leffet synergique de
la substance avec les radiations ionisantes résulterait dams ce cas

* Centre anlicancéreux romand (Lausanne). — Ce travail a bénéficié d’'une
aide du Fonds national suisse de la recherche scientique.
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de laddition des lésions portant sur les mécanismes de la mitose.
Il est en effet parfaitement démontré que l'uréthane peut, comme
tout poison radiomimétique, agir sur le noyau, provoquer des alté-
rations chromosomiques se traduisant par des effets génétiques (15);
cependant, ces lésions restent morphologiquement discrétes (8,9, 10).
Du point de vue biochimique, il semble bien que l'uréthane n’agisse
pas directement dans le métabolisme des acides nucléiques (15), con-
trairement & l'opinion de certains auteurs (10, 11). Nos propres re-
cherches sur la teneur en DNA des noyaux de fibroblastes cultivés
in vitro en présence d’uréthane semblent aboutir & une conclusion
identique (12). Dans ce dernier travail, on établit que luréthane
agit trés vraisemblablement au stade d= la préprophase ou avant.

A ce propos, il est intéressant de rappeler que les phases mito-
tiques les plus sensibles aux radiations sont la préprophase et la
prophase intermédiaire; on doit admettre par ailleurs avec Frirz-
Nicert que l’inhibition de la mitose n’est pas nécessairement condi-
tionnée par une inhibition de la synthise des acides nucléiques (13).
Ainsi, la radiosensibilisation par l'uréthane résulterait de D’action
synergique du produit et des radiations approximativement sur la
méme phase mitotique, sans qu’il y ait action directe sur la syn-
these des acides nucléiques.

On a aussi supposé qu’il pouvait exister une corrélation entre le
pouvoir cancérigéne et le pouvoir radiosensibilisateur de certaines
molécules. A cet égard, les travaux déja cités de Kocm sur le benzo-
pyréne sont extrémement importants (7), puisque le 3,4-benzopyréne
cancérigéne serait radiosensibilisateur, alors que le 1,2-benzopyrtne
non cancérigéne, n’exerce aucune action. De l’avis méme de l’auteur,
il se pourrait que l’action attribuée au 3,4-benzopyréne soit une ac-
tion toxique non spécifique, qui s’ajouterait a Daction des radia-
tions, Concernant l'uréthane, Warreneap et Lanier (14) ont montré
qu’un dérivé tel que le 1,3-dichloro-2-isopropyl-N-diéthylcarbamate,
qui est plus cancérigéne que l'uréthane, n’est pas nécessairement
plus radiosensibilisateur (6). Tout récemment enfin, Kave (18) a ¢émis
I’hypothése que la réponse plus grande des jeunes souris a 1’action
cancérigéne de l'uréthane pourrait &tre due a la rétention prolongée
que l'on observe chez elles comparativement & des souris adultes.
Dans ces conditions, la durée de la présence dans Uorganisme de
I'uréthane serait un facteur important, déterminant Pincidence tumo-
rale. On ne sait pas, bien entendu, si une telle conclusion serait
valable en ce qui concerne le pouvoir radiosensibilisateur. En fait,
le peu d’expérimentation systématique entrepris sur cette question
jusqu’ici exclut pour linstant toute conclusion valable.

En somme, en ce qui concerne le pouvoir radiosensibilisateur de
I'uréthane, les faits accumulés jusqu’a présent sont assez peu nom-
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breux et relativement trés dispersés. Il est particulitrement remar-
quable que les ouvrages les plus récents de radiobiologie (13, 15) ne
parlent pratiquement pas de la radiosensibilisation chimique.

Concernant lacétone, cette substance a été choisie pour des
essais de radiosensibilisation en raison du fait qu’elle est capable
de provoquer une stimulation de la croissance de fibroblastes cul-
tivés in vitro entre des limites de concentration étendues (16). Nous
avons donc supposé que cette stimulation de croissance pourrait aussi
se manifester in vivo et qu’en conséquence l’augmentation du nom-
bre des mitoses ainsi provoquées dans certains orgames en voie de
prolifération (peau, moelle osseuse, intestin) augmenterait aussi le
nombre de cellules 1lésées par une irradiation ultérieure. Par ail-
leurs, il a été établi que l'acétone irradiéee donne naissance a de
petites quantités de peroxyde d’hydrogene (17). Comparativement &
I'uréthane, I’acétone agirait également sur la préprophase (12).

Le présent travail a pour but de confirmer le pouvoir radiosen-
sibilisateur de l'uréthane sur notre propre souche d’animaux irra-
diés in toto et d’établir si l’acétone est éventuellement capable
d’aggraver les effets de lirradiation sur les mémes animaux.

MATERIEL ET METHODES,

Toutes les irradiations ont été faites dans des conditions iden-
tiques sur des lots de dix animaux. Le test principal que nous avons
choisi pour mesurer P’action des radiations et des radiosensibilisa-
teurs consiste trés simplement & déterminer le taux journalier de
la mortalité et a établir ensuite une courbe de mortalité.

Pour cela, nous procédons de la fagon suivante :

Des lots de 10 souris de souche pure E 4dgées de 5 a 10 mois
ont été constitués. Apres avoir fait des essais avec des doses crois-
santes de rayons X de 350 r, 450 r et 650 r (valeurs qui nous
ont été données par M. le Prof. P. Lercr que nous remercions trés
vivement de sa précieuse collaboration), nous avons choisi cette
dernitre dose comme dose standard, parce qu’elle provoque trés
régulitrement la mort de 50 9% des animaux en 10 jours.

L’appareil servant aux irradiations est un appareil Siemens du
Service de radiothérapie de I’Hépital cantonal. lpm durée des irra-
diations a varié de 13 mn 30 sec & 14 mn 30 sec dans les conditions
physiques suivantes : 200 kV 10 mA, un filtre Thorraeus, distance
focale 30 cm, champ irradié : 15/15 cm.

Dans toutes nos expériences, les animaux sont placés par groupes
de 10 dans une boite de somoplast que l'on peut fixer a I’appareil
de la méme facon quun localisateur. Les animaux sont maintenus
dans le fond de la boite par un couvercle de somoplast transparent
de 1,5 mm d’épaisseur placé & 4 cm du fond. Les parois de la
boite au niveau des souris sont percées de trous de ‘3 mm de dia-
metre espacés de 5 mm. Pour en faciliter Paération, on fait passer

67-304 33
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un courant d’air dans le fond de la boite au moyen d’un ventila-
teur placé a3 30 cm environ de la boite.

Les animaux morts pendant la nuit sont recueillis le matin,
puis toutes les deux heures pendant la journée. On trace la courbe
de mortalité sur un graphique portant en ordonnée le 0o des ani-
maux morts (en probits) et en abscisse les jours. L’intersection de
la droite ajustée avec lordonnée de 50 0o donne le temps de la
survie du 50 0/ des animaux.

EXPERIMENTATION.

Dans une premidre série d’essais (tableau I), 6 lots de 10 souris
témoins ont recu 650 r parallelement avec les lots d’animaux trai-
tés, et toutes sont mortes entre le 5¢ et le 13¢ jour, le 50 o/ de
mortalité se placant entre le 9¢ et le 10° jour.

En cours d’expérimentation, nous avons été amenés a vérifier
la différence de sensibilité entre des males et des femelles. En
accord avec de nombreux auteurs, les males sont un peu plus sen-
sibles que les femelles du méme &ge et de la méme souche, 3 la
méme dose d’irradiation.

Dans une 2¢ série d’études, nous avons fait des essais sur des
animaux ayant recu 0,25 cm? de solution physiologique (NaCl a
99/y) par voie intrapéritonéale, de 2 & 15 minutes avant et de 2
a 5 minutes aprés lirradiation.

TasLEAU I,
Série Nb. lot Nb. anim. But de ’expér.
1 10 100 détermination de la dose
1éthale 50 9%
2 6 60 action de NaCl 0,9 ¢/,

2-15 mn avant irrad.
2-5 mn aprés irrad.

3 8 80 action de l'uréthane
2-60 mn avant irrad.
2-5 mn aprés irrad.

4 9 90 action de l'acétone
2-15 mn avant irrad.
2-30 mn apreés irrad.

Les injections sont faites par deux opérateurs pour réduire a
1 mn environ la durée totale des injections du lot a irradier. L’in-
tervalle séparant D'injection de lirradiation est calculé par la dif-

férence de temps séparant la fin des injections du début de Ulir-
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radiation (ou aussi la fin des irradiations du début des injections).
Dans la 3¢ et la 4¢ série d’essais, nous avons étudié I'uréthane et

’acétone ; la dose injectée par voie intrapéritonéale a été conven-

tionnellement fixée au quart de la dose léthale 50 9o, a savoir :

Acétone : 20,0 mg dans 0,25 cm® Hy;O par animal.
Uréthane : 12,5 mg dans 0,25 em?® Hy,O par animal.

Dans la 3¢ série de recherches, 'uréthane a été administré 60
mn, 30 mn, 15 mn, 10 mn, 5 mn, 2 mn avant et 2 mn et 5 mn
aprés l'irradiation.

Dans la 4¢ série d’études, 1’acétone a été adminisiré 2 mn, 5,
10, 15 mn avant et 2, 5, 10, 15, 30 mn aprés l'irradiation (ta-
bleau I).

RfsuLTaTs.

Nous considérons briévement les résultats obtenus dans ces di-
verses séries d’expériences :

Témoins : Aprés avoir choisi la dose qui provoque la mort du
50 o0 des animaux en 10 jours, nous avons répété, & l'occasion de
chaque expérience, lirradiation sur des animaux non-traités. Les
résultats obtenus sont les suivants (tableau II).

TasrLeau IL.

Souris Essai Date LD 50.%/,
Q@ E55* 1 23.2.59 99
QE 75 2a 5.3.59 9.8
QE 85 2b 24.3.59 9,9
QES8 3 7.12.59 9,9
Q E7 4 18.1.60 10,2
Q E 10,5 o 29.2.60 9,0

* Age en mois.

Il apparait nettement que les conditions expérimentales choisies
initialement sont parfaitement reproductibles dans le temps pour
Pespece et le sexe considérés.

Dans une expéricnce de contrdle, nous avons observé que les
méles sont plus sensibles que les femelles: le 50 0o de mortalité
se situe a 8,2 jours aprés lirradiation pour les males, et a 10,2
jours pour les femelles; globalement, les méles meurent entre le
3¢ et 11¢ jour, et les femelles entre le 9¢ et le 15¢ jour.

Enfin, il ressort encore des résultats obtenus que 1’dge des ani-
maux témoins (5,9-10,5 mois) ne joue pas de role dans la radio-
sensibilisation.
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Solution NaCl 0,99/, : Les animaux ayant recu par la voie in-
trapéritonéale de la solution physiologique & divers moments avant
ou aprés lirradiation ont donné les résultats suivants (tableau III):

Tasreau III.

Age Intervalle 50 °/, mort.
Souri A :i)uris Dose injection- 50 °/, mort. témoins
KENGIR (mois) (mg) irradiation  (jours) corresp.
mois (mn) (jours)
QE 7,9 0,25 —15 10,0
QE 7,5 0,25 — 7 10,8 % 10,0
QE 7,5 0,25 — 3 10,9
QE 8,5 0,25 — 2 11,2
QE 8,5 0,25 + 2 10,1 { 9,9
QE 8,5 0,25 —+ 5 9,8
* Signe — : injection avant irradiation.
Signe 4 : injection apreés irradiation.

L’effet de ’administration d’une petite quantité de solution phy-
siologique est peu marqué; il va dans le sens d’une trés légere
protection, qui se traduit par une augmentation du temps néces-
saire pour provoquer la mort du 50 9% des animaux.

TasrLeau IV.

Intervall 500/ t.
Souri desﬁﬁzris Dose izi:::iaorﬁ 50 °/o mort. tén:ol::]osr
ouris (mois) (mg) irradiation  (jours) corresp.
> (mn) (jours)
QE 5,5 20 —15 10,8
QE 5,5 20 —i12 9,6
QE 5,5 20 s & 106 100
QE 5,5 20 — 2 10,2 :
QE 5,5 20 g 10,0
QE 5,5 20 + 5 6,7 /
QE 8 20 110 9.6
g g g 20 +;g 10,6 9,7
= 11,0
QE 10,5 20 12 10,7
QE 10,5 20 5 9,1
QE 10,5 20 £10 9,7 9.7
QE 10,5 20 +15 9,1
QE 10,5 20 430 9,2
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Si l'on fait la moyenne du nombre de jours qui donnent le
50 9% de mortalité de tous les lots d’animaux traités, quel que soit
le moment auquel a été pratiquée l'injection, on obtient : 10,47
jours pour les animaux traités par la solution physiologique et
9,95 jours pour les témoins correspondants. '

Acétone : Cette substance ne parait exercer aucune. action (ta-
bleau IV); dans le seul lot particulitrement radiosensible, le 50 9/
des animaux est mort au bout de 6,7 jours. Si I'on fait la moyenne
générale du nombre de jours pour une survie de 50 %, on obtient
9,77 jours pour les animaux traités et 9,80 jours pour les témoins.

Uréthane : Les résultats obtenus sont certainement significatifs
d’une action radio-sensibilisatrice de ce produit (tableau V et fig. 2).
En moyenne, les animaux traités ont une survie 50 % de 7,5 jours,
alors que les témoins correspondants ont une survie de 10,1 jours,
soit une différence de 2,6 jours (raccourcissement de 25 0o de la
durée de survie par rapport aux témoins).

Il est par ailleurs remarquable de constater que l'effet de radio-
sensibilisation est toujours le méme (raccourcissement égal de la
survie), quel que soit le moment de l'administration du produit
par rapport au moment de lirradiation, tout au moins lorsque
’administration est faite dans l’heure qui préceéde lirradiation.

TaBrLEAu V.
Age Intervalle 509/, mort.
Sands des souris Dose injection- 50 "./0 mort. témoins
(mois) (mg) irradiation  (jours) corresp.
(mn) (jours)
QC E 7,9 12,5 —15 8,1
QE 7,9 125 —10 8,1 { 9,9
QE 79 12,5 — 5 10,4
QE 8,5 12,5 — 2 7,9
QE 8,5 12,5 + 2 7,8 a 9,8
Q@E 8,5 12,5 + 5 9,9
QE 7 12,5 — 2 6,6
QE 7 12,5 —15 6,9 10.6
QE 7 12,5 —30 6,8 ’
QE 7 12,5 —60 6,7

Nous avons cependant noté que 3 animaux sur 10 n’étaient pas
sensibilisés lorsque l'injection est faite 1 heure avant l'irradiation.
Ces trois animaux sont morts comme s’ils avaient été des animaux

témoins,
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Discussion.

Les résultats précités appellent peu de commentaires. On cons-
tate tout d’abord la bonne reproductibilité de l’action des radia-
tions chiez les témoins. Ce fait permet d’affirmer que I’acétone
n’est pas un radiosensibilisateur, dans les conditions qui ont &té
choisies. Cependant, la dose administrée est peut-étre trop faible;
aussi pourrait-il y avoir intérét a répéter l'expérience avec des
quantités de substance plus grandes. Concernant l’uréthane, son pou-
voir radiosensibilisateur est indéniable dans les conditions choisies,
ce qui est en bon accord avec les données précitées de la littérature.
On constate que Deffet sensibilisateur reste quantitativement le
méme lorsque l'injection est faite dans un intervalle de temps allant
d’environ 60 mn avant & 5 mn aprés lirradiation. Lorsque I'on in-
jecte 60 mn avant lirradiation, on a constaté que 1/3 des animaux
ne sont pas sensibilisés et meurent en méme temps que les témoins.
Ce fait semble indiquer que la sensibilisation par I'uréthane est
étroitement liée & une certaine concentration du produit ou de ses
métabolites dans l'organisme et que cette concentration n’est plus
atteinte une heure aprés l'injection en raison soit d’une transforma-
tion de la substance, soit de son élimination. Il est d’ailleurs bien
connu que l'uréthane est rapidement détruit dans I’organisme (10).
On peut faire remarquer que tous les auteurs qui ont utilisé 1'uré-
thane expérimentalement l'ont administré en général 30 mn avant
'irradiation, c’est-d-dire & un moment favorable. Afin d’établir plus
nettement la constatation d’une durée d’action limitée, il est né-
cessaire de procéder a d’autres expériences comportant soit une
administration du produit plus de 60 mn avant lirradiation, soit
Padministration de doses plus ou moins grandes 60 mn avant lir-
radiation.

ConcLusIONS.

lo L’uréthane agit comme un radiosensibilisateur chez des sou-
ris normales irradiées in toto, lorsqu’il est administré dans un
intervalle de temps de 60 mn avant & 5 mn aprés l'irradiation.

20 La durée de la radiosensibilisation par l'uréthane aux doses
administrées parait étre de une heure environ.

3o L’acétone, dans les conditions choisies, n’est pas un radiosen-
sibilisateur.

Concrusions.

1o Urethane behaves like a radiosensitizing agent in normal mice
irradiated in toto when it is administered within an interval of
60 mn before to 5 mn after the irradiation.

20 The duration of radiosensitization by urethane at the admi-
nistered doses seems to be of about 1 hour.

3o Acetone, in the chosen conditions, is no radiosensitizing agent
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SCHLUSSFOLGERUNGEN.

1o Urethan wirkt als ein Radiosensibilisationsagent in normalen
Miusen, die in toto bestrahlt geworden sind, wenn es in einer
Zwischenzeit von 60 Minuten bevor zu 5 Minuten nach Be-
strahlung eingegeben ist.

20 Die Radiosensibilisationsdauer durch Urethan in eingegebenen Do-
sis ist ungefihr eine Stunde.

do Azeton, in den gegebenen Bedingungen, ist kein Agent der Ra-
diosensibilisation.
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